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.p. ..,.p.«T n^ACIDES NUaElQUES.£SM£fiSfflaNSLE£ 

mNlTFNANT FT 1F"°<^ "-""NATIONS 
La prtsente invenrto. conceme de nouveaux vec.eurs e. leur utilisation pour le 
.ransfer, d'acides nucleiques. Plus pamculierement. invention conceme de nouveaux 
vecteut. capables de dinger des aeides nucleiques vers des cellules ou des 
compattiments cellulaires specifiques. 

Le transfer, d'acides nucl«ques est une technique a la base de routes les 
applications ntajeures de la biotechnologie et raugmentation de I'emcacitI du 
transfer, des acides nucleiques constiure un enjeu tres important pour 
d^veloppement des ces applications. Uefficaci,. du transfert des acides nucle.ques 
depend de non,breux facteurs parmi lesqueis la capacite des acides nucle.ques 
atteindre la cellule cible, leur faculte a franchir la membn,ne plasmique e, leur 
apritude a etre transportes au sein de la cellule jusqu'au noyau. 

Un des obstacles majeurs a l'efr,caci,e du ,ransfer, des acides nucleiques 
provien. du fai, que I'informarion genaique es, souven. peu ou pas dirrgee 
rorgane cible , laquelle elle es. destin^e. Par aiUeu.. une fois que I'acide nuCetque a 
penetre dans la cellule cible, il doit encore etre dirige vers le noyau afin dy e^ 
exprin,*. De plus, dans le cas de transfer decides nucMiques dans des cellules 
differenciees ou quiescentes, le noyau est limite par une enveloppe nuclea,re qu, 
constitue une barriere supplementaire au passage de ces acides nucli.ques. 

Les virus recombinanis utilises comme vecteurs posseden, des mecanismes 
evolues e, efT,caces pour ^ider les acides nucleiques jusqu'au noyau. Cependan, les 
vecteurs viraux presentent certains inconvtoients inberents a leur nature vtrale, qu ,1 
n'es. ntalheureusement pas possible dexdure totalement. Une autre stra.*g.e cons.s e 
done soit a transfecer I'ADN nu, soi, a utiliser des agents non viraux capables de 
promouvoir le transfert d'ADN dans des cellules eucatyotes. Mais les vecteurs non 
viraux ne posseden, pas de signaux de ciblage sub-cellulaires ou nucleatres. U 
passage de VADN nu, ou en contbinaison avec un agen, non-viral, du cytoplasme vers 




le noyau est ainsi une etape qui presente une efficacite tres faible (Zabner et al., 
1995). 

Differentes tentatives d'attachement de signaux de ciblage ont ainsi ete faites. 
Notamment, des fragments peptidiques pour le ciblage ont ete attaches covalemment 
a des d'oligonucleotides [Eritja et a!., Synthesis of defined peptide-oligonucleotide 
hybrids containing a nuclear transport signal sequence. Tetrahedron, Vol. 47, N° 24, 
pp. 4113-4120, 1991]. Les complexes ainsi formes sont de bons candidats comme 
inhibiteurs potentiels de Texpression genetique. 

Des vecteurs de transfection comprenant un polypeptide synthetique couple 
par des interactions electrostatiques a une sequence d'ADN ont egalement ete decrits 
dans la demande de brevet WO 95/31557, ledit polypeptide etant constitue d*une 
chaine polymere d'acides amines basiques, d'un peptide NLS, et d*une region 
chamiere qui connecte le peptide NLS a la chaine polymerique et permet d'eviter les 
interactions steriques. Mais ce genre de constructions pose un probleme de stabilite 
car les interactions mises en jeu entre TADN et le signal de ciblage sont de nature 
electrostatique. 

II existe par ailleurs des chimeres acide nucleique-peptide de ciblage 
specifique decrites dans la demande de brevet WO 95/34664, la liaison entre les deux 
etant de nature chimique. Mais cette methode passe notamment par des etapes 
enzymatiques difficilement controlables et ne permettant pas de produire de grandes 
quantites d'acides nucleiques. 

Enfm, il a ete montre qu'il est possible d'attacher une sequence NLS (Nuclear 
Localisation Signal) a un ADN plasmidique (Nature Biotechnology, Volume 16, pp. 
80-85, January 1998). Mais une inhibition totale de la transcription du gene d'interet 
du fait de Tattachement au hasard de plusieurs centaines de sequences NLS sur le 
plasmide a ete observee. Une solution proposee consiste a lier les sequences NLS sur 
des fragments lineaires d'ADN, puis a coupler ces fragments modifies avec d'autres 
fragments non-modifies. Cependant, cette technique presente comme precedemment 
I'inconvenient de passer par au moins une etape enzymatique. 
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Ainsi, toutes les methodes proposees jusqu'a present ne permettent pas de 
resoudre de maniere satisfaisante les difficultes liees au ciblage des ADN double brin. 

La presente invention propose une solution avantageuse a ces problemes. Plus 
particulierement, la presente invention met en oeuvre des oligonucleotides conjugues 
a des signaux de ciblage et capables de former des triples helices avec une/des 
sequence(s) specifique(s) presente(s) sur une molecule d'ADN double brin. 

Un tel vecteur presente I'avantage de pouvoir diriger un ADN double brin vers 
des cellules ou des compartiments cellulaires specifiques, sans que I'expression 
genetique ne soit inhibee. La demanderesse a en effet montre que la presence de 
signaux de ciblage n'affecte pas I'expression des genes d'interet lorsque la sequence 
specifique au niveau de laquelle se forme la triple helice est situee en dehors de la 
cassette d'expression du gene a transferer. 

Le vecteur obtenu presente de plus I'avantage d'incorporer des signaux de 
ciblage qui sent lies de fa?on stable a I'ADN double brin, en particulier lorsque 
1 5 roligonucleotide susceptible de former la triple helice est modifie par la presence d'un 
agent alkylant. 

Un autre avantage de I'invention est de pemiettre de coupler I'ADN a 
transferer a des signaux de ciblage dont on controle a la fois le nombre et la nature. 
Differents signaux de ciblage peuvent etre couples sur le meme ADN, et dans ce cas il 
20 est aussi possible d'en determiner prealablement les proportions respectives. 

Enfm, la triple helice fonctionnalisee obtenue ne resulte que d'etapes de 
transformations chimiques et peut done etre obtenue de fa9on simple, reproductible, 
et en tres grandes quantites, notamment industrielles. 

Un premier objet de I'invention conceme done un vecteur utile en transfection 
25 capable de cibler une cellule et/ou un compartiment cellulaire specifique. Plus 
particulierement, le vecteur selon I'invention comprend une molecule d'ADN double 
brin et au moins un oligonucleotide couple a un signal de ciblage et capable de former 



par hybridation une triple helice avec une sequence specifique presente sur ladite 
molecule d'ADN double brin. 

On entend au sens de I'invention par "ADN double brin" un acide 
desoxyribonucleique double brin qui peut etre d'origine humaine, animale, vegetale, 
bacterienne, virale, etc.. .11 peut etre obtenu par toute technique connue de rhomme du 
metier, et notamment par criblage de banque, par synthese chimique ou enzymatique 
de sequences obtenues par criblage de banques. II peut etre modifie chimiquement. 

Cet ADN double brin peut etre sous forme lineaire ou circulaire. Dans ce 
dernier cas, TADN double brin peut etre dans un etat superenroule ou relache. 
Preferentiellement, la molecule d'ADN est de forme circulaire et dans une 
conformation superenroulee. 

L'ADN double brin peut egalement porter une origine de replication 
fonctionnelle ou non dans la cellule cible, un ou plusieurs genes marqueurs, des 
sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des genes d'interet 
therapeutique, des sequences antisens modifiees ou non, des regions de liaison a 
d'autres composants cellulaires, etc... De preference, I'ADN double brin comprend 
une cassette d*expression constituee d'un ou plusieurs genes d'interet sous controle 
d'un ou plusieurs promoteurs et d'un terminateur transcriptionnel actifs dans les 
cellules cibles. 

II s'agit generalement d'un plasmide ou d'un episome portant un ou plusieurs 
genes d'interet therapeutique. A titre d'exemple on peut citer les plasmides decrits 
dans les demandes de brevet WO 96/26270 et WO 97/10343 incorporees a la presente 
par reference. 

Au sens de I'invention, on entend par gene d'interet therapeutique notamment 
tout gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
therapeutique ainsi code peut etre notamment une proteine ou un peptide. Ce produit 
proteique peut etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui 
est normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune 



pathologic). Dans ce cas, I'expression d'une proteine permet par exemple de pallier 
une expression insuffisante dans la cellule ou I'expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene d'interet therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une 
5 proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc... Le produit 
proteique peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, 
une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente 
dans le cellule, lui permettant de lutter centre une pathologic, ou stimuler une reponse 
immunitaire. 

10 Parmi les produits therapcutiqucs au sens de la presente invention, on peut 

citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokincs [interleukines, interferons, TNF, etc (FR 92/03120)], les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthesc, les 
facteurs trophiques [BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, 

15 HARP/pleiotrophine, etc, la dystrophine ou une minidystrophine (FR 91/1 1947)], la 
proteine CFTR associee a la mucoviscidose, les genes suppresscurs de tumeurs [p53, 
Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93/04745)], les genes codant pour des facteurs 
impliques dans la coagulation [Facteurs VII, VHI, IX], les genes intervenant dans la 
reparation de I'ADN, les genes suicides [thymidine kinase, cytosine deaminase], les 

20 genes de I'hemoglobine ou d'autres transporteurs proteiques, les genes correspondant 
aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides, de type apolipoproteine 
choisie parmi les apolipoproteincs A-I, A-II, A-IV, B, C-I, C-II, C-III, D, E, F, G, H, J 
et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple la lipoproteine lipase, la 
lipase hepatique, la lecithine cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 

25 hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, ou encore des proteines de 
transfert de lipides comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la 
proteine de transfert des phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore 
un recepteur choisi par exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des 
chylomicrons-remnants et les recepteurs scavenger, etc... 



L'ADN d'interet therapeutique peut egalement etre un gene ou una sequence 
antisens, dont I'expression dans la cellule cible peirnet de controler Texpression de 
genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d'ARNm 
cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. Les genes d'interet therapeutique comprennent egalement les 
sequences codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des 
ARN cibles (EP 321 201), ou les sequences codant des anticorps intracellulaires a 
simple chaine comme par exemple les ScFv. 

Comme indique plus haut, I'acide desoxyribonucleique peut egalement 
comporter un ou plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de 
generer chez I'homme ou Tanimal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier 
de mise en oeuvre, I'invention permet done la realisation soit de vaccins soit de 
traitements immunotherapeutiques appliques a I'homme ou a Tanimal, notamment 
contre des micro-organismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de 
peptides antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de 
I'hepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus", du 
virus de la grippe, du cytomegalovirus (CMV), d'autres virus ou encore specifiques de 
tumeurs (EP 259 212). 

Preferentiellement, I'acide desoxyribonucleique comprend egalement des 
sequences permettant Texpression du gene d'interet therapeutique et/ou du gene 
codant pour le peptide antigenique dans la cellule ou Torgane desire. II peut s'agir des 
sequences qui sont naturellement responsables de Texpression du gene considere 
lorsque ces sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule transfectee. II 
peut egalement s'agir de sequences d'origine differente (responsables de Texpression 
d*autres proteines, ou meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences 
promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut 
s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut 
citer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces 
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sequences d*expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, 
de regulation, etc... II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressible. 

Une triple helice correspond a la fixation d'un oligonucleotide modifie ou non 
sur de TADN double brin par des liaisons hydrogenes dites "de Hoogsteen" entre les 
5 bases du troisieme brin et celles de la region en double helice. Ces appariements se 
produisent dans le grand sillon de la double helice et sont specifiques de la sequence 
consideree [Frank-Kamenetski, M.D., Triplex DNA Structures, Ann. Rev. Biochem., 
1995, 64, pp. 65-95]. La sequence specifique en double helice peut notamment etre 
une sequence homopurique-homopyrimidique. On distingue deux categories de triples 
10 helices suivant la nature des bases du troisieme brin [Sun, J. and C. Helene, 
Oligonucleotide-directed triple-helix formation, Curr. Opin. Struct. Biol., 1993, 3, pp. 
345-356] : les bases puriques permettent d'obtenir des appariements C-G*G et T- 
A*A, et les bases pyrimidiques permettent d'obtenir des appariements C-G*C"'' et T- 
A*T (le symbole * correspond a Tappariement avec le troisieme brin). 

15 Ces structures ont ete caracterisees du point de vue physico-chimique grace a 

de nombreuses etudes de RMN (Resonance Magnetique Nucleaire), de temperature 
d'hybridation ou de protection a des nucleases, ce qui a permis de defmir leurs 
proprietes et leurs conditions de stabilite. Pour les triples helices avec un troisieme 
brin purique, ce brin est antiparallele par rapport au brin purique de TADN et la 

20 formation de la triple helice depend fortement de la concentration en ions divalents : 
les ions tels que Mg^"^ stabilisent la structure formee avec le troisieme brin. Pour les 
triples helices avec un troisieme brin homopyrimidique, celui-ci est parallele par 
rapport au brin purique, et la formation de la triple helice est dependante du pH : un 
pH acide inferieur a six permet la protonation des cytosines et la formation d'une 

25 liaison hydrogene supplementaire stabilisant le triplet C-G*C'*". II existe egalement 
des triples helices "mixtes" pour lesquelles le troisieme brin porte des bases puriques 
et pyrimidiques. Dans ce cas, Torientation du troisieme brin depend de la sequence de 
bases de la region homopurique. 
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Les oligonucleotides utilises dans la presente invention sont des 
oligonucleotides hybridant directement avec I'ADN double brin. Ces oligonucleotides 
peuvent contenir les bases suivantes : 

- thymidine (T), qui est capable de former des triplets avec les doublets A.T 
5 de I'ADN double brin (Rajagopal et al, Biochem 28 (1989) 7859); 

- adenine (A), qui est capable de former des triplets avec les doublets A.T de 
TADN double brin; 

- guanine (G), qui est capable de former des triplets avec les doublets G.C de 
I'ADN double brin; 

10 - cytosine protonee (C"^), qui est capable de former des triplets avec les 

doublets G.C de I'ADN double brin (Rajagopal et al precitee); 

- uracile (U) qui est capable de former des triplets avec les paires de bases 
A.U ou A.T. 

Pour permettre la formation d'une triple helice par hybridation, il est important 
15 que Toligonucleotide et la sequence specifique presente sur TADN soient 
complementaires. A cet egard, pour obtenir les meilleures fixations et la meilleure 
selectivite, on utilise pour le vecteur selon I'invention un oligonucleotide et une 
sequence specifique parfaitement complementaires. II peut s'agir en particulier d'un 
oligonucleotide poly-CTT et d'une sequence specifique poly-GAA. A titre d'exemple, 
20 on peut citer I'oligonucleotide de sequence : 

5'-GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3' (GAGG(CTT)7, SEQ ID N°l), dans 
lequel les bases GAGG ne forment pas de triples helice mais permettent d'espacer 
Toligonucleotide du bras de couplage. On peut egalement citer la sequence (CTT)? 
(SEQ ID N°2). Ces oligonucleotides sont capables de former une triple helice avec 
25 une sequence specifique comportant des motifs complementaires (GAA). II peut s'agir 
en particulier d'une region comportant 7, 14, ou 17 motifs GAA. Une autre sequence 
d'interet specifique est la sequence : 5'-AAGGGAGGGAGGAGAGGAA-3' (SEQ ID 
n'^S). Cette sequence forme une triple helice avec les oligonucleotides : 
5'-AAGGAGAGGAGGGAGGGAA-3' (SEQ ID n°4) ou 



5'-TTGGTGTGGTGGGTGGGTT-3' (SEQ ID n°5). 

Dans ce cas, roligonucleotide se fixe dans une orientation antiparallele au brin 
polypurique. Ces triples helices ne sont stables qu'en presence de Mg^"^ comme cela a 
ete precise precedemment (Vasquez et al., Biochemistry, 1995, 34, 7243-7251 ; Beal 
et Dervan, Science, 1991, 251, 1360-1363). 

La sequence specifique peut etre une sequence presente naturellement sur 
I'ADN double brin, ou une sequence synthetique ou d'origine naturelle introduite 
artificiellement dans celui-ci. II est particulierement interessant d'utiliser un 
oligonucleotide capable de former une triple helice avec une sequence presente 
naturellement sur I'ADN double brin. En effet, cela permet avantageusement d'obtenir 
les vecteurs selon I'invention avec des plasmides non-modifies, notamment des 
plasmides commerciaux de type pUC, pBR322, pSV, etc... Parmi les sequences 
homopuriques-homopyrimidiques naturelles presentes sur I'ADN double brin, on peut 
citer une sequence comprenant tout ou partie de la sequence 5*- 
CTTCCCGAAGGGAGAAAGG-3' (SEQ ID n°6) presente dans I'origine de 
replication ColEl de E. coli. Dans ce cas, roligonucleotide formant la triple helice 
possede la sequence : 5'-GAAGGGTTCTTCCCTCTTTCC-3' (SEQ ID n^7) et se fixe 
altemativement sur les deux brins de la double helice, comme decrit par Beal et 
Dervan (J. Am. Chem. See. 1992, 1 14, 4976-4982) et Jayasena et Johnston (Nucleic 
Acids Res. 1992, 20, 5279-5288). On peut aussi citer la sequence 5- 
GAAAAAGGAAGAG-3' (SEQ ID n°8) du gene de la p-lactamase du plasmide 
pBR322 (Duval-Valentin et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 504-508). Une 
autre sequence est AAGAAAAAAAAGAA (SEQ ID N° 9) presente dans Torigine de 
replication y des plasmides a origine de replication conditionnelle tel que pCOR. 

Bien que des sequences parfaitement complementaires soient preferees, il est 
entendu toutefois que certains mesappariements peuvent etre toleres entre la sequence 
de roligonucleotide et la sequence presente sur TADN, des lors quails ne conduisent 
pas a une perte trop grande d'affmite. On peut citer la sequence 5'- 
AAAAAAGGGAATAAGGG-3* (SEQ ID n°10) presente dans le gene de la p- 
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lactamase de E. coli. Dans ce cas, la thymine interrompant la sequence polypurique 
peut etre reconnue par une guanine du troisieme brin, fomiant ainsi un triplet ATG 
qui est stable quand il est encadre par deux triplets TAT (Kiessling et al.. 
Biochemistry, 1992,31,2829-2834). 

L'oligonucleotide utilise peut etre naturel (compose de bases naturelles, non 
modifiees) ou modifiees chimiquement. En particulier, roligonucleotide peut 
presenter avantageusement certaines modifications chimiques permettant d'augmenter 
sa resistance ou sa protection vis-a-vis des nucleases, ou son affinite vis-a-vis de la 
sequence specifique. 

Selon la presente invention on emend aussi par oligonucleotide tout 
enchainement de nucleosides ayant subi une modification du squelette. Parmi les 
modifications possibles on peut citer, les oligonucleotides phosphorothioates qui sont 
capable de former des triples helices avec I'ADN (Xodo et al., Nucleic Acids Res., 
1994, 22, 3322-3330), de meme que les oligonucleotides possedant des squelettes 
formacetal ou methylphosphonate (Matteucci et al., J. Am. Chem. Soc, 1991, 113, 
7767-7768). On peut egalement utiliser les oligonucleotides synthetises avec des a- 
anomeres de nucleotides, qui forment egalement des triples helices avec I'ADN (Le 
Doan et al.. Nucleic Acids Res., 1987, 15, 7749-7760). Une autre modification du 
squelette est la liaison phosphoramidate. On peut citer par exemple la liaison 
intemucleotidique N3'-P5' phosphoramidate decrite par Gryaznov et Chen, qui donne 
des oligonucleotides formant avec TADN des triples helices particulierement stables 
(J. Am. Chem. Soc, 1994, 1 16 , 3143-3144). Parmi les autres modifications du 
squelette, on peut citer egalement Tutilisation de ribonucleotides, de 2'-0- 
methylribose, de phosphotriester,...(Sun et Helene, Curr. Opinion Struct. Biol., 116, 
3143-3144). Le squelette phosphore peut enfin etre remplace par un squelette 
polyamide comme dans les PNA (Peptide Nucleic Acid), qui peuvent egalement 
former des triples helices (Nielsen et al.. Science, 1991, 254, 1497-1500 ; Kim et al,, 
J. Am. Chem. Soc, 1993, HS, 6477-6481) ou par un squelette a base de guanidine, 
comme dans les DNG (deoxyribonucleic guanidine, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
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1995, 92, 6097-6101), analogues polycationiques de TADN, qui forment egalement 
des triples helices. 

La thymine du troisieme brin peut aussi etre remplacee par une 5- 
bromouracile, ce qui augmente Taffinite de roligonucleotide pour TADN (Povsic et 
Derv^an, J. Am. Chem. Soc, 1989, JJJ., 3059-3061). Le troisieme brin peut egalement 
contenir des bases non naturelles, parmi lesquelles on peut citer la 7-deaza-2*- 
deoxyxanthosine (Milligan et al., Nucleic Acids Res., 1993, 2i, 327-333), la l-(2- 
deoxy-b-D-ribofuranosyl)-3-methyl-5-amino-l//-pyrazolo[4,3-t/]pyrimidine-7-one 
(Koh et Dervan, J. Am, Chem. Soc, 1992, m, 1470-1478), la 8-oxoadenine, la 2- 
aminopurine, la 2'-0-methyl-pseudoisocytidine, ou toute autre modification connue 
de I'homme du metier (voir pour revue Sun et Helene, Curr. Opinion Struct. Biol., 
1993,3, 345-356). 

Un autre type de modification de I'oligonucleotide a plus particulierement pour 
objet d'ameliorer I'interaction et/ou I'affinite entre roligonucleotide et la sequence 
specifique. En particulier, une modification tout a fait avantageuse consiste a coupler 
un agent alkylant a roligonucleotide. La liaison peut se faire soit chimiquement, soit 
photochimiquement par Tintermediaire d'un groupement fonctionnel photoreactif. Des 
agents alkylants avantageux sont notamment photoactivables, par exemple les 
psoralenes. Sous Taction de la lumiere, ils forment des liaisons covalentes au niveau 
de bases pyrimidiques de I'ADN. Quand ces molecules sont intercalees au niveau de 
sequences 5'-ApT-3' ou 5'-TpA-3' dans un fragment d'ADN double brin, ils forment 
des liens avec les deux brins. Cette reaction de liaison induite par la lumiere peut se 
produire specifiquement sur un site du plasmide. 

Un avantage de la presente invention est done la possibilite de former des 
triples helices tres stables et site-specifiques entre roligonucleotide et TADN double 
brin grace a une liaison covalente formee via un agent alkylant. 

La longueur de I'oligonucleotide utilise dans le procede de Tinvention est d'au 
moins 3 bases, et de preference, comprise entre 5 et 30 bases. On utilise de maniere 
avantageuse un oligonucleotide de longueur superieure a 1 0 bases. La longueur peut 
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etre adaptee au cas par cas par rhomme du metier en fonction de la selectivite et de la 
stabilite de Tinteraction recherchees. 

Les oligonucleotides selon I'invention peuvent etre synthetises par toute 
technique connue. En particulier, ils peuvent etre prepares au moyen de synthetiseurs 
5 d'acides nucleiques. Toute autre methode connue de rhomme du metier peut bien 
evidemment etre utilisee. 

Les oligonucleotides selon I'invention presentent par ailleurs un autre type de 
modification dont I'objet est de diriger 1*ADN double brin vers des cellules ou des 
compartiments cellulaires specifiques. En particulier, cette modification consiste a 
10 coupler un signal de ciblage a Textremite libre de Toligonucleotide. 

Un autre avantage de la presente invention est qu'il est desormais possible, 
grace a la formation de triples helices site-specifiques tres stables, de lier un signal de 
ciblage a un ADN double brin de fafon site-specifique. En consequence, 11 est 
possible de fixer le signal de ciblage en dehors de la cassette d'expression du gene a 
15 transferer. La demanderesse a ainsi montre que I'expression genetique dans la cellule 
n'est pas inhibee malgre la modification chimique de TADN. De plus, la presence 
d'une triple helice comme moyen pour lier le signal de ciblage a TADN est 
particulierement avantageuse car cela permet de conserver une taille d'ADN a 
transfecter adaptee. 

20 Selon une autre variante de Tinvention, il est possible de controler le nombre 

de signaux de ciblage lies a chaque molecule d'ADN double brin en introduisant un 
nombre adapte de sequences specifiques sur ladite molecule d'ADN double brin. De 
la meme fafon, il est possible d*introduire sur une meme molecule d'ADN double brin 
plusieurs oligonucleotides lies a des signaux de ciblage differents (intracellulaires 

25 et/ou extracellulaires). En outre, ces differents signaux de ciblage peuvent etre fixes a 
la molecules d'ADN double brin avec differents degre de stabilite dans leur liaison 
suivant que la triple helice est formee avec ou sans liaison covalente via un agent 
alkylant. 



Les signaux de ciblage peuvent etre de nature tres variee. lis peuvent etre 
utilises pour interagir avec un composant de la matrice extracellulaire, un recepteur de 
la membrane plasmique, pour cibler un companiment intracellulaire ou pour 
ameliorer le trafic intracellulaire d*ADN, lors du transfert de genes non viral en 
therapie genique. 

Ces signaux de ciblage peuvent comprendre par exemple les facteurs de 
croissance (EGF, PDGF, TGFb, NGF, IGF I, FGF), les cytokines (IL-I, IL-2, TNF, 
Interferon, CSF), les hormones (insuline, hormone de croissance, prolactins 
glucagon, hormone thyroidienne, hormones steroidiennes), les sucres qui 
reconnaissent des leciines, les immunoglobulines, les ScFv, la transferrine, les 
lipoproteines, les viiamines telles que la vitamine B12, les hormones peptidiques ou 
les neuropeptides (tachykinines, neurotensine, VIP, endotheline, CGRP, CCK, ...), ou 
tout motif reconnu par les integrines, par exemple le peptide ROD, ou par d'autres 
proteines extrinseques de la membrane cellulaire. 

On peut utiliser des proteines entieres, ou des sequences peptidiques derivees 
de ces proteines, ou encore des peptides se fixant sur leur recepteur et obtenus par la 
technique de "phage display" ou par synthese combinatoire. 

Des signaux de ciblage intracellulaires peuvent etre envisages. Beaucoup de 
sequences d*adressage nucleaire (NLS) de composition en acides amines variee ont 
ete identifiees et permettent de cibler differentes proteines impliquees dans le 
transport nucleaire de proteines ou d'acides nucleiques. Parmi ces sequences figurent 
notamment des sequences courtes (le NLS de Tantigene T de SV40 (PKKKRKV, 
SEQ ID N°ll) est un exemple), des sequences bipartites (le NLS de la 
nucleoplasmine qui contient deux domaines essentiels pour le transport nucleaire : 
KRPAATKKAGQAKKKKLDK, SEQ ID N°12), on la sequence M9 
(NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY, SEQ ID N*^13) de 
la proteine hnRNPAl. Les proteines portant ces sequences NLS se fixent sur des 
recepteurs specifiques, tels que les recepteurs de la famille des importines ou 
karyopherines par exemple. Le role de ces sequence est de diriger TADN a Tinterieur 
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du noyau, oil il est alors immediatement disponible pour la machinerie de 
transcription, et peut etre exprime. 

Les signaux de ciblage "mixtes", c'est-a-dire qui peuvent a la fois servir pour 
le ciblage intracellulaire et extracellulaire, entrent egalement dans le cadre de la 
5 presente invention. On peut par exemple citer les sucres qui ciblent des lectines qui se 
situent sur la membrane cellulaire mais egalement au niveau des pores nucleaire. Le 
ciblage par ces sucres conceme done aussi bien le ciblage extracellulaire que I'import 
nucleaire. 

D'autres signaux sont impliques dans le ciblage mitochondrial (par exemple, 
10 la partie N-terminale de Tomithine transcarbamylase (OTC) de rat permet le ciblage 
des mitochondries) ou dans I'adressage vers le reticulum endoplasmique. Enfin, 
certains signaux permettent la retention nucleaire ou au niveau du reticulum 
endoplasmique (tels que la sequence KDEL). 

Avantageusement, les peptides selon Tinvention permettent de cibler 
15 spec ifi quern ent certaines cellules ou certains compartiments cellulaires. A titre 
d'exemple, les peptides selon Tinvention peuvent cibler des recepteurs ou des ligands 
a la surface de la cellule, notamment les recepteurs de Tinsuline, de la transferrine, de 
I'acide folique, ou tout autre facteur de croissance, cytokines, ou vitamines, ou des 
polysaccharides particuliers a la surface de la cellule ou sur la matrice extracellulaire 
20 avoisinante. 

La synthese de chimeres oligonucleotide-peptide se fait en phase solide ou en 
solution et tient compte des proprietes de stabilite tres differentes des oligonucleotides 
et des peptides [Erijita, R. et al.. Synthesis of defined peptide-oligonucleotide hybrids 
containing a nuclear transport signal sequence. Tetrahedron, 1991, 47(24), pp. 41 IS- 
IS 4120]. En solution, des couplages en une etape sont envisageables : le signal de 
ciblage peut par exemple etre synthetise avec un grdupement portant des fonctions 
disulfure, maleimide, amine, carboxyle, ester, epoxyde, bromure de cyanogene, ou 
aldehyde, et etre couple a un oligonucleotide modifie par un groupement terminal 
thiol, amine, ou carboxyle en position 3' ou 5'. Ces couplages se forment par 



etablissement de liaisons disulfure, thioether. ester, amide, ou amine entre 
I'oligonucleotide et le signal de ciblage. Toute autre methode connue de rhomme du 
metier pent eire utilisee. telle que les reactifs de couplage bifonctionnel par exemple. 

Un autre objef de Tinvention conceme les compositions pharmaceutiques 
comprenant un vecteur tel que defmi precedemment. 

Avantageusement, les vecteurs selon I'inveniion peuvent etre associes a un ou 
plusieurs agents connus pour transfecter TADN. On peut citer a titre d'exemple les 
lipides cationiques qui possedent des proprietes interessantes. Ces vecteurs sont 
constitues d'une partie polaire, cationique, interagissant avec TADN, et d'une partie 
lipidique, hydrophobe, favorisant la penetration cellulaire. Des exemples particuliers 
de lipides cationiques sont notamment les lipides monocationiques (DOTMA : 
Lipofectin®), certains detergents cationiques (DDAB), les lipopolyamines et en 
particulier la dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) ou la 5-carboxyspermylamide 
de la palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES) dont la preparation a ete decrite 
par exemple dans la demande de brevet EP 394 1 1 1. Une autre famille interessante de 
lipopolyamines est representee par les composes decrits dans la demande de brevet 
WO 97/18185 incorporee a la presente par reference. De nombreux autres lipides 
cationiques ont ete developpes et peuvent etre utilises avec les vecteurs selon 
I'invention. 

Parmi les agents de transfection synthetiques developpes, les polymeres 
cationiques de type polylysine et DEAE dextran sont egalement avantageux. II est 
aussi possible d'utiliser les polymeres de polyethylene imine (PEI) et de 
polypropylene imine (PPI) qui sont accessibles commercialement et peuvent etre 
prepares selon le procede decrit dans la demande de brevet WO 96/02655. 

D'une maniere generale, tout agent connu pour transfecter Tacide nucleique 
peut etre associe aux vecteurs selon Tinvention. 

Les compositions peuvent en outre comporter des adjuvants capables de 
s*associer aux complexes vecteur selon rinvention/agent de transfection et d'en 



16 



ameliorer le pouvoir transfectant. Dans un autre mode de mise en oeuvre, la presente 
invention conceme done des compositions comprenant un vecteur tel que defini 
precedemment, un ou plusieurs agents de transfection tels que definis ci-avant et un 
ou plusieurs adjuvants capables de s*associer aux complexes vecteur/agent(s) de 
5 transfection et d'en ameliorer le pouvoir transfectant. La presence de ce type 
d*adjuvant (lipides, peptides ou proteines par exemple) peut permettre 
avantageusement d*augmenter le pouvoir transfectant des composes. 

Dans cette optique, les compositions de I'invention peuvent comprendre 
comme adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres dont Tutilisation est particulieremenl 
10 avantageuse. La demanderesse a en effet montre que I'addition d'un lipide neutre 
pemiet d'ameliorer la formation des particules nucleolipidiques et de favoriser la 
penetration de la particule dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la 
presente invention sont des lipides a 2 chaines grasses. De maniere particulierement 

15 avantageuse, on utilise des lipides naturels ou synthetiques, zwitterioniques ou 
depourvus de charge ionique dans les conditions physiologique. II peuvent etre 
choisis plus particulierement parmi la dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), 
I'oleoyl-palmitoylphosphatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl, -palmitoyl, - 
mirystoyl phosphatidyl ethanolamines ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois, les 

20 phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 
cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels 
que notamment les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que 
notamment les asialoGMl et GM2). 

Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthese, soit par 
25 extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d*oeufs, par des techniques 
classiques bien connues de Thomme du metier. En particulier, Textraction des lipides 
naturels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement 
Lehninger, Biochemistry). 
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La demanderesse a demontre qu'il etait egalement paniculierement 
avantageux d'employer a titre d'adjuvant, un compose intervenant ou non directement 
au niveau de la condensation de I'ADN (WO 96/25508). La presence d'un tel 
compose, au sein d'une composition selon Tinvention pemiet de diminuer la quantite 
5 de compose transfectant, avec les consequences benefiques qui en decoulent sur le 
plan toxicologique, sans porter un prejudice quelconque a Tactivite transfectante. Par 
compose intervenant au niveau de la condensation de I'acide nucleique, on entend 
defmir un compose compactant, directement ou non, I'ADN. Plus precisement, ce 
compose peut soit agir directement au niveau de I'ADN a transfecter soit intervenir au 

10 niveau d'un compose annexe qui lui est directement implique dans la condensation de 
cet acide nucleique. De preference, il agit directement au niveau de I'ADN. Selon un 
mode de realisation prefere, cet agent intervenant au niveau de la condensation de 
I'ADN est constitue, en tout ou partie, de motifs peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou 
(ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant varier entre 2 et 10. Dans la structure 

15 du compose selon Tinvention, ces motifs peuvent etre repetes de maniere continue ou 
non. C'est ainsi qu'ils peuvent etre separes par des liens de nature biochimique, par 
exemple un ou plusieurs acides amines ou de nature chimique. Un tel agent peut 
egalement deriver en tout ou partie d'une histone, d'une nucleoline, d'une protamine 
et/ou de Tun de leurs derives. 

20 L'invention a egalement pour objet I'utilisation des vecteurs tels que defmis ci- 

avant pour la transfection d'ADN dans des cellules primaires ou dans des lignees 
cellulaires etablies. II peut s'agir de cellules fibroblastiques, musculaires, nerveuses 
(neurones, astrocytes, cellules gliales), hepatiques, de la lignee hematopoietique 
(lymphocytes, CD34, dendritiques, etc.), epitheliales, etc., sous forme differenciees 

25 OU pluripotentes (precurseurs). 

Les vecteurs de Tinvention peuvent a titre illustratif etre utilises pour la 
transfection in vitro ou in vivo d'ADN codant pour des proteines ou des polypeptides. 

Pour des utilisations in vivo, soit en therapie soit pour I'etude de la regulation 
de genes ou la creation de modeles animaux de pathologies, les compositions selon 
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rinvention peuvent etre formulees en vue d'administraiions par voie topique, cutanee, 
orale, rectale, vaginale, parenterale, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous- 
cutanee, intraoculaire, transdermique, intratracheale, intraperitoneale, etc... De 
preference, les compositions de I'invention contiennent un vehicule 
5 pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une 
injection directe au niveau de I'organe desire, ou pour une administration par voie 
topique (sur peau et/ou muqueuse). II pent s'agir en particulier de solutions steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 

10 solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour Tinjection ainsi que le 
nombre d'administrations peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, 
et notamment en fonction du mode d*administration utilise, de la pathologic 
concemee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement recherchee. En ce 
qui conceme plus particulierement le mode d'administration, il peut s'agir soit d'une 

15 injection directe dans les tissus ou les voies circulatoires, soit d'un traitement de 
cellules en culture suivi de leur reimplantation in vivo, par injection ou greffe. 

L'invention conceme en outre une methode de transfection d'ADN dans les 
cellules comprenant les etapes suivantes : 

(1) synthese de la chimere oligonucleotide - signal de ciblage selon le precede 
20 decrit precedemment, 

(2) mise en contact de la chimere synthetisee en (1) avec un ADN double brin 
pour former des triples helices, 

(3) complexation du vecteur obtenu en (2) avec un ou plusieurs agents de 
transfection et/ou un ou plusieurs adjuvant(s), et 

25 (4) mise en contact des cellules avec le complexe forme en (3). 

La mise en contact des cellules avec le complexe peut etre realisee par 
incubation des cellules avec ledit complexe (pour de utilisations in vitro ou ex vivo), 
ou par injection du complexe dans un organisme (pour des utilisations in vivo). 
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La presente invention foumit ainsi une methode particulierement avantageuse 
pour la transfection d'ADN in vivo, ou in vitro, notamment pour le traitement de 
maladies, comprenant radministration in vivo ou in vitro d'un vecteur selon 
rinvention contenant un acide nucleique apte a corriger ladite maladie. Plus 
particulierement, cette methode est applicable aux maladies resultant d'une deficience 
en un produit proteique ou peptidique, I'ADN administre codant pour ledit produit 
proteique ou peptidique. La presente invention s'etend a toute utilisation d'un vecteur 
selon rinvention pour la transfection in vivo ou in vitro de cellules. 

L'invention conceme egalement toute cellule recombinante contenant un 
vecteur tel que defmi ci-avant. II s*agit preferentiellement de cellules eucaryotes, par 
exemple des levures, des cellules animales, etc... Ces cellules sont obtenues par toute 
technique permettant I'introduction d'un ADN dans une cellule donnee et connue de 
rhomme du metier. 

Les examples suivants destines a illustrer rinvention sans en limiter la portee„ 
permettent de mettre en evidence d'autres caracteristiques et avantages de la presente 
invention. 

FIGURES 

Figure 1 : Couplage d'un oligonucleotide (ODN) et du peptide maleimide-NLS. 

Figure 2 : Analyse sur gel de polyacrylamide 15% de la chimere oligonucleotide - 
peptide (PSO-GA19-NLS) par action proteolytique de la trypsine. 

1 = oligo Pso-GAi9-SH 

2 = chimere oligonucleotide-peptide PS0-GA19-NLS 

3 = chimere oligonucleotide-peptide PS0-GA19-NLS apres digestion par la trypsine 
Figure 3 : representation schematique du plasmide pXL2813. 

Figure 4 : representation schematique du plasmide pXL2652. 



L*oligonucleotide pso-GAi9-NLS et le plasmide sont melanges dans un tampon 
contenant 100 mM de MgCl?. L'exces en molarite de I'oligonucleotide par rapport au 
plasmide varie de 0 a 200. Le melange est photoactive, apres une nuit a 37°C, puis 
digere par deux enzymes de restriction qui coupent le plasmide de part et d'autre de la 
region de formation des triples helices. 

1 = pas d'oligonucleotide 

2 = exces en molarite d'oligonucleotide par rapport au plasmide de 1 5 

3 = exces en molarite d'oligonucleotide par rapport au plasmide de 50 

4 = exces en molarite d'oligonucleotide par rapport au plasmide de 1 00 

5 = exces en molarite d'oligonucleotide par rapport au plasmide de 200 

6 = oligonucleotide seul photoactive 

7 = oligonucleotide seul non photoactive 

8 = exces en molarite d'oligonucleotide par rapport au plasmide de 30, le melange 
n'ayant pas ete photoactive. 

Figure 6 : Expression du transgene (p-galactosidase) pour des essais effectues avec le 
plasmide pXL2813 seul, le vecteur pXL2813-Pso-GAi9-NLS, et sans plasmide. 

Figure 7 : Caracterisation de la partie peptidique de la chimere oligonucleotide- 
peptide Pso-GAi9-NLS par interaction avec I'importine 60-GST (analyse sur gel de 
polyacrylamide 15%). 

1 = oligo Pso-GAi9 (iMg) 

2 = chimere oligonucleotide-peptide PSO-GA19-NLS (l|ig) 

3 = sumageant recupere apres incubation des billes-glutathion recouvertes d'impor- 
tines 60 et de I'oligonucleotide PS0-GA19, et separation du culot de billes (contenant 
les elements interagissant avec les importines) du sumageant 

4 = culot recupere apres incubation des billes-glutathion recouvertes d'importines 60 
et de Toligonucleotide PS0-GA19, et separation du culot de billes (contenant les 
elements interagissant avec les importines) du sumageant 

5 = sumageant recupere apres incubation des billes-glutathion recouvertes d'impor- 
tines 60 et de la chimere oligonucleotide-peptide PSO-GA19-NLS, et separation du 



culot de billes (contenant les elements interagissant avec les importines) du 
sumageant 

6 = culot recupere apres incubation des billes-glutathion recouvertes d'importines 60 
et de la chimere oligonucleotide-peptide Pso-GAi^-NLS, et separation du culot de 
billes (contenant les elements interagissant avec les importines) du sumageant. 

Figure 8 : Analyse sur gel de polyacrylamide 15% de la chimere oligonucleotide- 
peptide (GA]Q-NLS) par action proteolytique de la trypsine. 

1 = oligo GAi9-SH (200 ng) 

2 = chimere oligonucleotide-peptide GA]9-NLS (l|ig) avant purification par chroma- 
tographic liquide a haute pression 

3 = chimere oligonucleotide-peptide GAiq-NLS ( l|ig) apres purification 

4 = chimere oligonucleotide-peptide GA19-NLS apres digestion par la trypsine ( 1 pg). 

Figure 9 : Representation graphique de la cinetique de formation des triples helices 
(% de sites de triples helices occupe en fonction du temps) entre le plasmide 
pXL28 1 3 et la chimere GA19-NLS. 

Figure 10 : Caracterisation de la partie peptidique de la chimere oligonucleotide- 
peptide GA19-NLS par interaction avec Timportine 60-GST. 

1 = chimere oligonucleotide-peptide GAi9-NLS, 

2 = oligo GA19, 

3 = sumageant recupere apres incubation des billes-glutathion recouvertes 
d'importines 60 et de la chimere oligonucleotide-peptide GA19-NLS, et separation du 
culot de billes (contenant les elements interagissant avec les importines) du 
sumageant, 

4 = culot recupere apres incubation des billes-glutathion recouvertes d'importines 60 
et de la chimere oligonucleotide-peptide GA19-NLS, et separation du culot de billes 
(contenant les elements interagissant avec les importines) du sumageant, 

5 = sumageant recupere apres incubation des billes-glutathion recouvertes 
d'importines 60 et de I'oligonucleotide GA19 et separation du culot de billes 
(contenant les elements interagissant avec les importines) du sumageant. 
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6 = culot recupere apres incubation des billes-glutathion recouvertes d'importines 60 
et de Toligonucleotide GA)q, et separation du culot de billes (contenant les elements 
interagissant avec les importines) du sumageant. 

MATERIEL ET METHODES 
5 1. Couplage des oligonucleotides et des peptides 

Les oligonucleotides 

Les oligonucleotides utilises ont une longueur de 19 bases et leur sequence commune 
est 5'-AAGGAGAGGAGGGAGGGAA-3' (SEQ ID N°4). Ces oligonucleotides sont 
references sous le nom GA19 dans la suite du texte. 

10 Les oligonucleotides notes GAjq-SH ont la meme sequence et un groupement thiol a 
Textremite 5\ avec un espaceur de six carbones entre le thiol et le phosphate de 
Textremite 5\ Les oligonucleotides notes Pso-GAjq-SH ont un groupement thiol a 
Textremite 3\ et en plus, un psoralene a I'extremite 5', avec un espaceur de six 
carbones entre le psoralene et le phosphate de Textremite 5'. Les oligonucleotides 

1 5 notes Pso-GAi9 n'ont pas de groupement thiol. 



La nomenclature utilisee est resumee dans le tableau I ci-dessous : 



nom de Toligonucleotide 


modification de Textremite 3' 


modification de I'extremite 5' 


GA19 


aucune 


aucune 


GA19-SH 


aucune 


groupement thiol 


Pso-GAi9 


aucune 


psoralene 


Pso-GAi9-SH 


groupement thiol 


psoralene 



Tableau I 



Ces oligonucleotides lyophilises sont repris dans un tampon acetate de 
triethylammonium 100 mM, pH = 7. 
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Les peptides 

Les peptides utilises pour les couplages sont synthetises par un automate en phase 
solide. lis contiennent : 

- soit la sequence de localisation nucleaire de I'antigene T de SV40 (PKKKRKV, 
5 SEQIDN°11), 

- soit la meme sequence mutee (PKNKRKV, SEQ ID N°14) qui ne permet ni le 
ciblage ni le transport nucleaire (du fait de la mutation). 

Ces peptides portent egalement un espaceur de quatre acides amines a I'extremite N- 
terminale : KGAG. La lysine N-tenninale est modifiee chimiquement: elle contient un 
10 groupement maleimide sur le carbone £ et un groupement protecteur 9- 
fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) sur Famine du carbone a. Ce groupement Fmoc 
absorbe a 260 nm ce qui permet de suivre le peptide par chromatographic liquide a 
haute pression en phase inverse. Le groupement C-terminal est egalement protege 
(groupement CONH2), la protection etant ajoutee en fm de synthese peptidique. 

15 La representation des peptides est indiquee dans le tableau II ci-dessous : 



nom du peptide 


sequence et modifications 


maleimide-NLS 


maleimide KGAGPKKKRKV— CONH, 

Fmoc 


maleimide-NLSmute 


maleimide KGAGPKNKRKV^CONH, 

Fmoc 



Tableau 11 



Les peptides lyophilises sont repris dans un tampon acetate de triethylammonium 100 
mM, pH = 7. La concentration est de 0,4 mg/ml. 
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Les couplages 

Pour le couplage avec les oligonucleotides, la strategic utilisee consiste a faire reagir 
le groupement thiol porte par Toligonucleotide et le groupement maleimide porte par 



containing a nuclear transport signal sequence. Tetrahedron, 1991, 47(24), pp. 41 13- 
4120]. 

L 'oligonucleotide est ajoute a la solution de peptide de fa9on equimolaire et le milieu 
reactionnel est laisse deux heures a temperature ambiante. La chimere 
oligonucleotide-peptide est purifiee par chromatographie liquide a haute pression en 
phase inverse, sur colonne Vydac C8 conienant de la silice spheroidale de diametre 5 
|im et de porosite 300 A. On utilise un tampon acetate de triethylammonium (TEAA) 
0,1 M et un gradient d'acetonitrile passant de 5% a 50% en 35 minutes. Les produits 
sont detectes a 260 nm. 

Analyse des chimeres par digestion a la trvpsine 

Les conjugues oligonucleotide-peptide sont soumis a Taction proteolytique de la 
trypsine qui permet de mettre en evidence la partie peptidique de la chimere [Reed, 
M.W. et al. Synthesis and evaluation of nuclear targeting peptide-antisens 
oligodeoxynucleotide conjugates, Bioconjugate Chemistry, 1995, 6, pp.101 -108]. Des 
solutions contenant 1 |ig d 'oligonucleotide-peptide dans 7 ^il de tampon de 
purification trethylammonium (TEAA) 0,1 M sont melanges a 1 jil d'une solution de 
trypsine (5 mg/ml). On y ajoute 1 |il de tampon Tris 100 mM, HCl pH = 9, et 1 |il 
d'EDTA 500 mM. Apres une digestion d'une heure, les echantillons sont deposes 
dans les puits d'un gel de polyacrylamide a 15%, uree 7 M. L'electrophorese est faite 
en tampon Tris 100 mM, acide borique 90 mM, EDTA 1 mM, pH = 8,3. Les acides 
nucleiques sont reveles par une coloration a I'argent grace a un kit Biorad. 

2 . Formation de triples helices avec les chimeres 

Le plasmide 

Le plasmide utilise pour etudier la formation de triples helices avec les chimeres 
oligonucleotide-peptide est appele pXL2813 (7257 pb). Ce plasmide exprime le gene 
de la p-galactosidase sous controle du promoteur fort des genes precoces du 
Cytomegalovirus (CMV), ainsi que le gene de resistance a I'Ampicilline. 



En amont du promoteur, entre les positions 7238 et 7256, la sequence GAio (5'- 
AAGGAGAGGAGGGAGGGAA-3\ SEQ ID N°2) a ete clonee selon les methodes 
classiques de biologie moleculaire. 

Elle a ete clonee dans le plasmide pXL2652 (de 7391 pb et dont la representation est 
schematisee dans la figure 4) qui exprime le gene de la p-Galactosidase sous controle 
du promoteur fort des genes precoces du Cytomegalovirus (CMV), ainsi que le gene 
de resistance a TAmpicilline. Ce promoteur provient de pCDNA3, le gene LacZ et 
son poly A proviennent de pCH 1 1 0, et le reste provient de pGL2. 

Les sequences ont ete donees en amont du promoteur entre les sites uniques de 
coupure des enzymes Muni ei XmaL Pour cela, les deux oligonucleotides 
complementaires contenant la sequence a doner 6651 (5'- 
AATTG ATTCCTCTCCTCCCTCCCTTAC-3 ') et 6652 (3 ^- 

CTAAGGAGAGGAGGGAGGGAATGGG-5') ont ete chauffes pendant 5 minutes a 
95°C, puis hybrides en laissant la temperature redescendre lentement. Le plasmide 
pXL2652 a ensuite ete digere par les enzymes Muni et Xmal, pendant 2 heures a 
37''C, et les produits de cette double digestion ont ete separes par electrophorese sur 
gel d 'agarose a 1% et coloration au bromure d'ethidium. 

Le fragment d'interet pour la suite du clonage a ete elue selon le protocole Jetsorb 
(Genomed) et 200 ng de ce fragment ont ete relies a 10 ng du melange 
d'oligonucleotides hybrides par la T4 ligase, pendant 16 heures a 16°C. 
Des bacteries E.Coli, competentes, de souche DH5a ont ete transfomiees par 
electroporation avec le produit de la reaction, etalees sur des boites de Petri contenant 
du milieu LB et de rAmpicilline, Les clones resistants a TAmpicilline ont ete 
selectionnes et I'ADN a ete extrait par lyse alcaline et analyse sur gel d'agarose a 1%. 
Un done correspondant, en taille, au produit attendu a ete sequence. 

Formation des triples helices 

La formation des triples helices s'effectue par melange du plasmide pXL2813 (3 pmol 
de plasmide soit encore 15 ^g) et de quantites variables d'oligonucleotides ou de 
chimeres dans un tampon Tris 100 mM, HCl pH = 7,5 , et MgCb 100 mM. 



La photoactivation des triples helices 
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Apres une nuit d'incubation, le melange est irradie, dans la glace, pendant 15 minutes, 
en utilisant une lampe monochromatique de longueur d'onde 365 nm (Biorad). Le 
produit de la photoactivation est digere par les enzymes de restriction Mfel et Spel et 
analyse sur un gel de polyacrylamide 15%, uree 7 M avec un tampon de migration 
5 Tris 100 mM, acide borique 90 mM, EDTA 1 mM, et pH = 8,3. Les acides nucleiques 
sent reveles par une coloration a Targent grace a un kit Biorad [Musso, M,, J.C. 
Wang, and M.W.V.Dyke, In vivo persistence of DNA triple helices containing 
psoralen-conjugated oligodeoxyribonucleotides. Nucleic Acid Research, 1996, 
24(24), pp.4924-4932]. 

10 La methode d'etude des triple helices 

Cette methode est basee sur le principe de chromatographic d'exclusion de solutions 
contenant le plasmide et I'oligonucleotide susceptibles de former une triple helice. Les 
colonnes d'exclusion utilisees (Columns, Linkers 6, Boehringer Mannheim) sont 
composees de billes de sepharose et ont pour limite d'exclusion 194 paires de bases ce 
15 qui permet de retenir dans la colonne les oligonucleotides non apparies aux 
plasmides. 

Dans un premier temps, les oligonucleotides sont marques radioactivement en leur 
extremite 3' par la Terminal Transferase a I'aide de dATPa^Ss. Le protocole utilise 
provient d'Amersham : 10 pmol d 'oligonucleotides sont incubes pendant 2 heures a 

20 37°C, avec 50 |aCi de dATPa^Ss en presence de 10 unites de Terminal Transferase, 
dans un volume de 50 jil de tampon contenant du cacodylate de sodium. Le 
pourcentage d 'oligonucleotides marques est evalue selon la methode suivante : l|il 
d'un echantillon dilue au 1/100 de la solution apres marquage est depose sur papier 
Whatman DE81, en double. L'un des deux papiers est lave deux fois pendant 5 

25 minutes avec du 2xSSC, pendant 30 secondes avec de Teau et pendant 2 minutes avec 
de Tethanol. Les radioactivites des deux papiers sont comparees. La radioactivite du 
papier lave correspond au 35s effectivement incorpore. 
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HCl pH = 7,5, 50 mM de MgCb) et la temperature (37^C) sont fixes tandis que le 
temps d' incubation varie de 1 a 24 heures. Les colonnes de sepharose sont 
equilibrees, avant utilisation, avec le tampon de reaction et centrifugees a 2200 tr/min 
pendant 4 minutes, pour les tasser. 25 |al du milieu reactionnel sont deposes sur les 
5 colonnes et celles-ci sont centrifugees dans les memes conditions que precedemment. 
25 |al du tampon de reaction sont ensuite deposes sur les colonnes qui sont a nouveau 
centrifugees. L'eluat est recupere. 

La radioactivite contenue dans 5 pi du milieu reactionnel, notee cpm(dep6t), et celle 
contenue dans l'eluat, notee cpm(eluat), sont evaluees ce qui permet d'estimer le 
10 pourcentage d'oligonucleotides elues : 

% d'oligonucleotides elues = cpm(eluat) / [5 x cpm(dep6t)]xl00. 

Le pourcentage de plasmides qui sont effectivement elues au cours des experiences 
est evalue en estimant la densite optique a 260 nm de l'eluat et celle du depot, ce qui 
permet de calculer le pourcentage d'oligonucleotides fixes sur la totalite des 
15 plasmides: 

% d'oligonucleotides fixes = [% oligonucleotides elues / % plasmides e!ues]xlOO. 

Ce parametre perniet d'evaluer le pourcentage de sites de formation de triples helices 
(il en existe un par plasmide pXL2813) qui sont effectivement occupes en tenant 
compte des concentrations de plasmides (notee [plasmide]) et d'oligonucleotides 
20 (notee [oligo]) utilises lors de la reaction de formation des triple helices : 

% sites triple helice occupes = % d'oligonucleotides fixes x [oligo] / [plasmide]. 

3. Interaction avec les importines 

Les proteines recombinantes 

La sous-unite importine 60 utilisee pour etudier I'interaction avec les conjugues 
25 oligonucleotide-peptide (NLS ou NLSmute) est d'origine murine et fusionnee a la 
Glutathion S-Transferase (GST). La sequence de I'importine 60 a ete donee dans un 
vecteur pGEX-2T pour la fusionner a la GST. La proteine recombinante a ete produite 
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dans Escherichia coli [Imamoto, N. et al., In vivo evidence for involvement of a 58kDa 
component of nuclearpore-targeting complex in nuclear protein import. The EMBO 
Journal. 1995, 14(15), pp. 3617-3626]. 

Les interactions avec les proteines recombinantes 
5 Toutes les experiences dMnteraction sent menees dans le tampon de fixation (HEPES 
20 mM, pH = 6,8, acetate de potassium 150 mM, acetate de magnesium 2 mM, DTT 
2 mM, etBSA lOO^g/ml). 

Dans un premier temps, les proteines recombinantes sont incubees en presence de 
billes de sepharose recouvertes de groupements glutathion (Pharmacia Biotech) 1 |ig 

10 de proteine recombinante est utilise pour 10 pi de billes. Apres une incubation de 30 
minutes, a temperature ambiante, dans 500 pi de tampon de fixation, le melange est 
centrifuge a 2O0O G pendant 30 secondes, et le sumageant est enleve. Les billes sont 
lavees cinq fois par resuspension dans 500 nl de tampon de fixation et centrifiigation, 
comme decrit ci-avant. Les billes sont resuspendues dans du tampon de fixation pour 

15 obtenir une suspension contenant 50% de billes recouvertes de proteines 
recombinantes. 

Dans un second temps, 60 \i\ de la suspension contenant 50% de billes recouvertes de 
proteines recombinantes sont incubes avec 2 pg d'oligonucleotide ou 
d 'oligonucleotide-peptide, dans un volume de 500 pi de tampon de fixation. Apres 

20 une incubation de 30 minutes, a temperature ambiante, le melange est centrifuge a 
2000G pendant 30 secondes, et le sumageant est enleve. 30 pi du sumageant sont 
collectes pour analyser la fraction non fixee sur les billes. Les billes sont lavees cinq 
fois par resuspension dans 500 pi de tampon de fixation et centrifiagation, comme 
decrit ci-avant. Les billes sont resuspendues dans 1 5 pi de tampon de charge (bleu de 

25 bromophenol 0,05%, saccharose 40%, EDTA 0,1 M, pH = 8, sodium lauryl sulfate 
0,5%) et chauffees 10 minutes a 90°C. Le contenu du sumageant et du culot est 
analyse sur un gel de polyacrylamide a 15%, uree 7 M, avec un tampon de migration 
Tris 100 mM, acide borique 90 mM, EDTA 1 mM, pH = 8,3. Les acides nucleiques 
sont reveles par une coloration a I'argent grace a un kit Biorad [Rexach, M. and G. 
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Blobel, Protein import into nuclei : association and dissociation reactions involving 
transport substrate, transport factors, and nucleoporins. Cell, 1995, 83, pp. 683-692]. 

4. Transfecrion de cellules 

Culture cellulaire 

5 Le type cellulaire utilise est NIH 3T3 (ATCC CRL-1658). II s'agit de fibroblastes de 
souris. Ces cellules sont cultivees dans un milieu Dulbecco modifie, avec du glucose 
4,5 g/1 (DMEM - Gibco), de la glutamine 2 mM, de la penicilline (100 U/ml) et de la 
streptomycine (100 Mg/ml), et 10% de serum de veau foetal (Gibco). EUes sont 
incubees a 37°C dans une etuve a 5% de CO2. 

10 La transfection 

Un jour avant la transfection, les puits d'une plaque de 24 puits sont ensemences avec 
50000 cellules par puit. Les vecteurs sont dilues dans du NaCl 150 mM et melanges a 
un lipide cationique (le RPR 120535 decrit dans la demande brevet WO 97/18185), 
dilue dans du NaCl 150 mM. Le melange se fait avec 6 nmol de lipide par 
15 microgramme de plasmide. Ce melange est dilue au 1/10 dans du milieu de culture 
sans serum et depose sur les cellules. Apres une incubation a 37°C dans une etuve a 
5% de CO2 pendant deux heures, on ajoute 10% de serum de veau foetal. 

La quantification de la p-galactosidase 

Apres une incubation de 48 heures, les cellules sont lavees deux fois avec du PBS et 
20 lysees avec 250 |il de tampon de lyse (Promega). La p-galactosidase est quantifiee 
selon le protocole «Lumigal p-Galactosidase genetic reporter system » (Clontech). 
L'activite est mesuree sur un luminometre Lumat LB9501 (Berthold). La quantite de 
proteines est mesuree avec le kit BCA (Pierce). 

EXEMPLES 
25 Exemple 1 

Cet exemple illustre la possibilite de coupler Toligonucleotide PSO-GA19-SH au 
peptide maleimide-NLS. 



30 



L 'oligonucleotide Pso-GAiq-SH, de sequence 5'-AAGGAGAGGAGGGAGGGAA- 
3\ avec un groupement thiol a rextremite 3\ a ete couple au peptide NLS qui porte 
un groupement maleimide a son extremite N-terminale selon la methode decrite 
precedemment dans la partie "Materiel et Methodes" sous la section "couplage des 
oligonucleotides et des peptides". 

Le couplage est suivi par chromatographie liquide a haute pression (CLHP) en phase 
inverse. II s'effectue avec une stoechiometrie equimolaire : en deux heures, le 
couplage est total et la chimere est purifiee par CLHP. 

Le schema reactionnel du couplage est represente a la Figure 1. 

La chimere oligonucleotide-peptide (Pso-GAiq-NLS) a ete analysee par 
electrophorese en gel de polyacrylamide apres action proteolytique de la trypsine qui 
permet de mettre en evidence la presence de la partie peptidique de la chimere, apres 
migration sur gel de polyacrylamide denaturant et coloration des acides nucleiques par 
Targent (comma indique dans la partie "Materiel et methodes" sous la section 
"Analyse des chimeres par digestion a la trypsine"). 

La chimere PSO-GA19-NLS presente une migration electrophoretique retardee par 
rapport a I'oligonucleotide PSO-GA19-SH, et le produit de la digestion proteolytique 
est visualise a un niveau intermediaire entre les niveaux de migration de Pso-GAjq- 
NLS et de PSO-GA19-SH, comme cela apparait sur la figure 2. 

La chimere Pso-GAi9-NLS contient done une partie peptidique accessible a la 
trypsine. Ces resultats montrent clairement que le couplage entre Toligonucleotide et 
le peptide s'est opere, et le rendement du couplage est important. 

Exemple 2 

Get exemple illustre la formation de triples helices entre le plasmide pXL2813 et la 
chimere PS0-GA19-NLS qui est modifiee par un agent alkylant photoactivable. Get 
exemple indique egalement quelle est la proportion de plasmides modifies selon 
Texces en molarite d'oligonucleotides par rapport au plasmide. 
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oligonucleotides GA19, PS0-GA19, PSO-GA19-SH ou PSO-GA19-NLS. Les cations 
divalents, tel que Mg""", stabilisent ces triples helices. L 'oligonucleotide Pso-GAiq- 
NLS et le plasmide sont melanges dans un tampon contenant 100 mM de MgCh- 
L'exces en molarite d' oligonucleotide par rapport au plasmide varie de 0 a 200. 

Apres incubation pendant 12 heures a le melange est photoactive pendant 15 

minutes (comme indique dans la partie "materiel et methodes" sous la section 
"Photoactivation des triples helices"), puis digere par les deux enzymes de restriction 
Mfel et Spel qui coupent le plasmide de part et d'autre de la region de formation des 
triples helices. On libere ainsi un fragment d'acides nucleiques qui contient 70 paires 
de bases apres digestion du plasmide pXL2813 non modifie. Le fragment obtenu avec 
le plasmide et roligonucleotide formant une triple helice lie covalemment a la double 
helice compte 70 paires de bases plus 19 bases de Toligonucleotide. Par migration sur 
un gel de polyacrylamide denaturant, on peut ainsi separer ces fragments de taille 
diflFerente: les fragments provenant de plasmides modifies par une triple helice ont 
une distance de migration plus courte que les fragments provenant de plasmides non 
modifies. On peut done, par electrophorese sur gel de polyacrylamide denaturant, 
quantifier la proportion de plasmides modifies selon Texces en molarite 
d 'oligonucleotide par rapport au plasmide. 

Les resultats sont indiques a la Figure 5. Pour un exces en molarite d'oligonucleotide 
par rapport au plasmide superieur a 50, tous les plasmides sont modifies et sont 
associes a un oligonucleotide PSO-GA19-NLS. Sans photoactivation, on perd le 
retardement du fragment de digestion en gel denaturant. 

II apparait ainsi que les triples helices formees avec les oligonucleotides PSO-GA19- 
SH ou Pso-GAi9-NLS sont done bien liees covalemment a la double helice apres 
photoactivation. 

Par ailleurs, en digerant le reste du squelette plasmidique et en Tanalysant comme 
precedemment, on peut verifier que la photoactivation n'entraine pas de liaison 
covalente non specifique de 1' oligonucleotide PS0-GA19-NLS en dehors de la region 
contenant la sequence susceptible de former une triple helice. 



Ces resultats mettent clairement en evidence les conditions permettant d'associer 
specifiquement et covalemment une sequence peptidique a un plasmide, et ce en 
dehors du promoteur regulant I'expression du transgene, ce qui evite que Texpression 
du transgene n'en soit affectee. 

Exemple 3 

Cet exemple illustre la capacite du transgene a etre exprime bien que le plasmide soit 
modifie. 

L' expression de la p-galactosidase par les plasmides pXL2813 non modifies ou 
associes a un oligonucleotide Pso-GAig-NLS a ainsi ete comparee par transfection de 
cellules NIH3T3. 

Les resultats sont reportes dans la figure 6, et les moyermes des valeurs obtenues (± 
ecart type) sont rassemblees dans le tableau III suivant : 



plasmide 


expression du transgene 
(en RLU/pg de proteine) 


pXL2813 


253759 ±48545 


pXL28 1 3-Pso-TH-NLS 


473984+ 111476 


sans plasmide 


129 ±85 



Tableau III 



On constate que I'expression du transgene augmente suite a la modification apportee 
par la fixation covalente d'une triple helice en amont du promoteur. 

Ces resultats mettent clairement en evidence que la formation des triples helices 
n'affecte pas Texpression du transgene. Au contraire, grace a Tadressage nucleaire du 
plasmide du fait de son couplage a la sequence de ciblage NLS, davantage de 
plasmides ont atteint le noyau, et il en resulte une augmentation de Tefficacite de 
transfection. 
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Exemple 4 

Cet exemple illiistre la caracterisation de la partie peptidique des conjugues Pso- 
GA,9-NLS. 

La sequence peptidique utilisee, le signal NLS de Tantigene T de SV40, est reconnue 
5 par des recepteurs de la famille des karyopherines a. L 'equivalent murin, appele 
importine 60, fusionne a un groupement glutathion S-transferase, a ete utilise pour 
caracteriser les conjugues oligonucleotide-peptide. II a ete opere selon la methode 
decrite dans la partie "Materiel et Methodes" sous la section "Interactions avec les 
importines". 

10 Les interactions entre des billes-glutathion recouvertes d'importines 60 et les 
oligonucleotides GAjq-NLS ou Pso-GAi9-NLS ont ete etudiees. Apres une incubation 
de 30 minutes a temperature ambiante, on separe le culot de billes (contenant les 
elements interagissant avec les importines) du sumageant 

Le resultat de cette caracterisation est reporte a la figure 7. Cette figure indique que 
15 roligonucleotide Pso-GAi9-NLS est associe aux billes de glutathion, tandis que 
I'oligonucleotide Pso-GAi9 reste dans le sumageant. 

Ceci montre clairement la capacite de I'oligonucleotide PSO-GA19-NLS a interagir 
avec rimportine a. La partie peptidique des chimeres oligonucleotide-peptide est 
done bien reconnue par son recepteur, ce qui signifie que le peptide remplit 
20 effectivement son role de signal de ciblage. 

Exemple 5 

Cet exemple illustre la possibilite de coupler I'oligonucleotide GA19-SH au peptide 
maleimide-NLS. Contrairement a Texemple 1, la chimere n'est pas modifiee par un 
agent alkylant photoactivable. 
25 L'oligonucleotide GA19-SH, de sequence 5'-AAGGAGAGGAGGGAGGGAA-3' 
(SEQ ID N° 4), avec un groupement thiol a I'extremite 5', a ete couple au peptide 
maleimide-NLS qui possede un groupement maleimide a son extremite N-terminale 
dans les memes conditions que pour Toligonucleotide PSO-GA19-SH (voir exemple 1). 
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Le couplage est suivi par chroma tographie liquide a haute pression (CLHP) en phase 
inverse. II s'effectiie avec une stoechiometrie equimolaire : en deux heures, le 
couplage est total. La chimere est ensuite purifiee par CLHP. 

La chimere oligonucleotide-peptide a ete analysee par action proteolytique de la 
5 irypsine comme decrit dans la partie "Materiel et methodes". 

Le resultat est represente sur la Figure 8. II est comparable a celui obtenu avec 
Toligonucleotide Pso-GAi9-SH. 

Exemple 6 

Cet exemple illustre la possibilite de former des triples helices entre le plasmide 
10 pXL2813 et la chimere GAjg-NLS en I'absence d'agent alkylant. 

Une cinetique de formation de triples helices entre le plasmide pXL2813 et la chimere 
GAi9-NLS obtenue comme decrit dans I'exemple 5, a ete menee et etudiee selon la 
technique decrite dans la partie"Materiel et Methodes", sous la section "Formation des 
triples helices avec la chimere". 

15 La figure 9 represente la cinetique de formation des triples helices. 

II apparait que dans les conditions de concentrations en plasmide de 40 nM et en 
oligonucleotide de 20 nM, on forme une triple helice stable. 

Exemple 7 

Cet exemple illustre la caracterisation de la partie peptidique de la chimere GA19- 
20 NLS, . 

La sequence peptidique utilisee, le signal NLS de I'antigene T de SV40, est reconnue 
par des recepteurs de la famille des karyopherines a, comme cela a deja ete 
mentionne a I'exemple 4. L'equivalent murin, appele importine 60, fusionne a un 
groupement glutathion S-transferase, a ete utilise pour caracteriser les conjugues 
25 oligonucleotide-peptide. II a ete opere comme decrit dans "Materiel et Methodes" 
sous la section "Interactions avec les importines". 



Les interactions entre des billes-glutathion recouvertes d'importines 60 et les 
oligonucleotides GA19 ou GA19-NLS ont ete etudiees. Apres une incubation de 30 
minutes a temperature ambiante, on separe le culot de billes (contenant les elements 
interagissant avec les importines) du sumageant. 

Les resultats sont indiques sur la Figure 10. II aparait que roligonucleotide GAiq-NLS 
est associe aux billes de glutathion, tandis que roligonucleotide GAiq reste dans le 
sumageant. 

Ceci montre clairement la capacite de roligonucleotide GAjq-NLS a interagir avec 
rimportine a. La partie peptidique des chimeres oligonucleotide-peptide est done 
bien reconnue par son recepteur, et remplie la encore son role de signal de ciblage. 

L'invention etant a present completement decrite, il est evident que de nombreuses 
modifications peuvent etre apportees a la presente invention sans pour autant s'ecarter 
de I'esprit de I'invention et de la portee des revendications qui suivent. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER 

(B) RUE: 20 AVENUE RAYMOND ARON 

(C) VILLE: ANTONY CEDEX 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: 01.55.71,73.26 

(H) TELECOPIE: 01.55.71.72.91 

15 (ii) TITRE DE L' INVENTION: VECTEURS DE TRANSFERT D'ACXDES NUCLEIQUES, 

COMPOSITIONS LES CONTENANT, ET LEURS UTILISATIONS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 13 

20 (iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC - DOS/MS - DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

25 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:"" 
30 (A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



40 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1; 

GAGGCTTCTT CTTCTTCTTC TTCTT 
25 



45 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

50 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

55 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



CTTCTTCTTC TTCTTCTTCTT 
60 21 
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10 



20 



30 



40 



50 



55 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 



15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3 

AAGGGAGGGA GGAGAGGAA 
19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 
25 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4; 



35 AAGGAGAGGA GGGAGGGAA 
19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 5: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

TTGGTGTGGT GGGTGGGTT 
19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 6; 



60 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 



38 



10 



(B) TYPE: .nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

[ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 

CTTCCCGAAG GGAGAAAGG 
.19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 

GAAGGGTTCT TCCCTCTTTC C 
30 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

35 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 13 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



40 



50 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



45 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 

GAAAAAGGAA GAG 
13 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 9: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 paires de bases ' 
55 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



60 



39 



10 



20 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9 

AAGAAAAAAA AGAA 
14 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
15 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

AAAAAAGGGA ATAAGGG 
17 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 7 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



40 



55 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val 
1 5 



45 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

50 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12; 



Lys Arg Pro Ala Ala Thr Lys Lys Ala Gly Gin Ala Lys Lys Lys Lys 
60 1 5 10 15 



40 



Leu Asp Lys 



5 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

10 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



15 



30 



40 



45 



(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 13: 



Asn Gin Ser Ser Asn Phe Gly Pro Met Lys Gly Gly Asn Phe Gly Gly 
20 1 5 10 15 

Arg Ser Ser Gly Pro Tyr Glv Gly Gly Gly Gin Tyr Phe Ala Lys Pro 
20 25 30 

25 Arg Asn Gin Gly Gly Tyr 
35 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 7 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
35 (D) CONFIGUPtATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 14: 

Pro Lys Asn Lys Arg Lys Val 

1 5 



REVENDICATIONS 



1. Vecteur de transfert d'acides nucleiques caracterise en ce qu'il comprend une 
molecule d*ADN double brin at au moins un oligonucleotide couple a un signal de 
ciblage et capable de former une triple helice avec une sequence specifique presente 

5 sur ladite molecule d'ADN double brin. 

2. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 caracterise en ce 
que la molecule d'ADN double brin est un plasmide ou un episome. 



3. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 2 caracterise en ce 
que la molecule d*ADN double brin est un plasmide sous forme circulaire et dans un 

10 etat superenroule. 

4. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon les revendications 1 a 3 caracterise 
en ce que la molecule d'ADN double brin comprend une cassette d'expression 
constituee d'un ou plusieurs genes d'interet sous controle d'un ou plusieurs promcteurs 
et d'un terminateur transcriptionnel actif dans les cellules de mammiferes. 

) 

15 5. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 4 caracterise en ce 
que le gene d'interet est un acide nucleique codant pour un produit therapeutique. 

6. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon I'une des revendications 1 a 5 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 
brin est une sequence homopurique-homopyrimidique. 

20 7. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 6 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 
brin est une sequence presente naturellement sur TADN double brin ou une sequence 
synthetique ou naturelle introduite artificiellement dans TADN double brin. 




8. Vecteur de transfer! d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que I'oligonucleotide comprend une sequence poly-CTT et la 
sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double brin est une sequence 
poly-GAA. 

9. Vecteur de transfen d'acides nucleiques selon I'une des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que roligonucleotide comprend la; sequence 
GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT (SEQ ID N° 1) ou bien la sequence (CTT)? 
(SEQIDN^2). 

10. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 
brin comprend la sequence 5'-AAGGGAGGGAGGAGAGGAA-3' (SEQ ID n°3) et 
roligonucleotide comprend la sequence 5'-AAGGAGAGGAGGGAGGGAA-3' (SEQ 
ID n°4) ou 5'-TTGGTGTGGTGGGTGGGTT-3' (SEQ ID n^5). 

11. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon I'une des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 
brin comprend tout ou partie de la sequence 5'-CTTCCCGAAGGGAGAAAGG-3' 
(SEQ ID n'^e) comprise dans rorigine de replication ColEl de E. coli, et 
roligonucleotide possede la sequence 5'-GAAGGGTTCTTCCCTCTTTCC-3' (SEQ 
ID n°7). 

12. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon I'une des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 
brin comprend la sequence 5'-GAAAAAGGAAGAG-3' (SEQ ID n°8) ou la sequence 
5'-AAAAAAGGGAATAAGGG-3' (SEQ ID n°10) comprises dans le gene |3- 
lactamase du plasmide pBR322. 

13. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon I'une des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 



I'origine de replication y des plasmides a origine de replication conditionnelle tel que 
pCOR. 



14. Vecteur de transfer! d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 13 
caracterise en ce que Toligonucleotide comprend 5 a 30 paires de bases. 

15. Vecteur de transfen d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 14 
caracterise en ce que I'oligonucleotide presente au moins une modification chimique 
le rendant resistant aux, ou protege vis-a-vis des nucleases, ou augmentant son affinite 
vis-a-vis de la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double brin. 

16. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 15 
caracterise en ce que Toligonucleotide est un enchainement de nucleosides ayant subi 
une modification du squelette. 

17. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 15 
caracterise en ce que rdigonucleotide est couple a un agent alkylant formant une 
liaison covalente au niveau des bases de I'ADN double brin. 

1 8. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 7 caracterise en ce 
que ledit agent alkylant est photoactivable. 

19. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon les revendications 17 et 18 
caracterise en ce que ledit agent alkylant est un psoralene. 

20. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon les revendications 1 a 19 caracterise 
en ce que le signal de ciblage interagit avec un composant de la matrice 
extracellulaire, un recepteur de la membrane plasmique, cible un compartiment 
intracellulaire, et/ou ameliore le trafic intracellulaire de TADN double brin. 

21. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 20 caracterise en ce 
que ledit signal de ciblage comprend les facteurs de croissance (EGF, PDGF, TGFb, 



NGF, IGF L FGF), les cytokines (IL-1, IL-2, TNF, Interferon, CSF). les hormones 
(insuline, hormone de croissance, prolactine, glucagon, hormone thyroidienne, 
hormones steroidiennes), les sucres qui reconnaissent des lectines, les 
immunoglobulines, la transferrine, les lipoproteines. les vitamines telles que la 
vitamine B12, les hormones peptidiques ou les neuropeptides (tachykinines, 
neurotensine, VIP, endotheline, CGRP, CCK, ...), ou tout motif reconnu par les 
integrines, par exemple le peptide RGD, ou par d'autres proteines extrinseques de la 
membrane cellulaire. 

22. Vecteur de transfer! d'acides nucleiques selon la revendication 20 caracterise en ce 
que le signal de ciblage est un signal de ciblage intracellulaire, tel qu'une sequence 
d'adressage nucleaire (NLS). 

23. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 22 caracterisee en 
ce que le signal d'adressage nucleaire est la sequence NLS de Tantigene T de SV40. 

24. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 20 caracterisee en 
ce que le signal de ciblage permet a la fois le ciblage extracellulaire et le ciblage 
intracellulaire. 

25. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon les revendications 1 a 24 caracterise 
en ce que le couplage du signal de ciblage a roligonucleotide est obtenu par synthese 
en phase solide ou en solution, notamment par Tetablissement de liaisons disulfure, 
thioether, ester, amide, ou amine. 

26. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu*elle contient au moins un 
vecteur tel que defini dans Tune des revendication 1 a 25. 

27. Composition pharmaceutique selon la revendication 26 caracterisee en ce qu'elle 
contient en outre un ou plusieurs agents transfectant. 



28. Composition pharmaceutique selon la revendication 27 caracterisee en ce que 
I'agent transfectant est un lipide cationique, une lipopolyamine, ou un polymere 
cationique. 

29. Composition phamiaceutique selon les revendications 26 a 28 caracterisee en ce 
qu'elle contient en outre un ou plusieurs adjuvant(s) capable de s'associer aux 
complexes vecteur tel que defmi dans Tune des revendications 1 a 24/agent 
transfectant. 

30. Composition pharmaceutique selon la revendication 29 caracterisee en ce que 
I'adjuvant est un ou plusieurs lipides neutres choisis parmi les lipides synthetiques ou 
naturels, zv^itterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
physiologiques. 

3 1 . Composition pharmaceutique selon les revendications 29 et 30 caracterisee en ce 
que le ou les lipides neutres sont choisis parmi les lipides a deux chaines grasses. 

32. Composition pharmaceutique selon les revendications 29 a 31 caracterisee en ce 
que le ou les lipides neutres sont choisis parmi les dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE), roleylpalmitoylphosphatidylethanolamine (POPE), le di-stearoyi, -palmitoyl, 
-mirystoyl phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derives N-methyles 1 a 3 fois, les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 
cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels 
que notamment les sphingomyelines), et les asialogangliosides (tels que notamment 
les asialoGMl et GM2). 

33. Composition pharmaceutique selon la revendication 29 caracterisee en ce que 
I'adjuvant est ou comprend un compose intervenant au niveau de la condensation de 
I'ADN. 

34. Composition pharmaceutique selon la revendication 33 caracterisee en ce que 
ledit compose derive en tout ou en partie d'une histone, d'une nucleoline, et/ou d'une 



protamine, ou est constitue en tout ou en panie de motifs peptidiques 
(KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA) repetes de maniere continue ou non, le nombre 
de motifs pouvani varier entre 2 ei 10. 

35. Composition selon Tune quelconque des revendications 26 a 34 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable. 

36. Composition selon Tune quelconque des revendications 26 a 34 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une application 
sur la peau et/ou sur les muqueuses. 

37. Utilisation d*un vecteur de transfert d'acides nucleiques tel que defmi dans Tune 
des revendications 1 a 25 pour la transfection ciblee d'ADN dans les cellules. 

38. Methode de transfection d'acides nucleiques dans des cellules caracterisee en ce 
qu'elle comprend les etapes suivantes : 

(1) synthese de la chimere oligonucleotide - signal de ciblage, 

(2) mise en contact de la chimere synthetisee en (1) avec un ADN double brin 
pour former des triples helices, 

(3) complexation du vecteur obtenu en (2) avec un ou plusieurs agent de 
transfection et/ou un ou plusieurs adjuvant(s), et 

(4) mise en contact des cellules avec le complexe forme en (3). 

39. Cellule recombinante contenant un vecteur tel que defini dans Tune des 
revendications 1 a 25, 

40. Cellule recombinante selon la revendication 39 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule eucaryote. 




8. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que Toligonucleotide comprend une sequence poly-CTT et la 
sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double brin est une sequence 
poly-GAA. 

9. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que roligonucleotide comprend la sequence 
GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT (SEQ ID N° 1) ou bien la sequence (CTT)? 
(SEQ ID 2). 

10. Vecteur de transfert d*acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 
brin comprend la sequence 5 -AAGGGAGGGAGGAGAGGAA-3' (SEQ ID n°3) et 
roligonucleotide comprend la sequence 5'-AAGGAGAGGAGGGAGGGAA-3' (SEQ 
ID n°4) ou 5*-TTGGTGTGGTGGGTGGGTT-3* (SEQ ID n°5), 

1 1 . Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications I a 7 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 
brin comprend tout ou partie de la sequence 5'-CTTCCCGAAGGGAGAAAGG-3' 
(SEQ ID n*^6) comprise dans Torigine de replication ColEl de E. coli, et 
roligonucleotide possede la sequence 5'-GAAGGGTTCTTCCCTCTTTCC-3' (SEQ 
ID n°7). 

12. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 
brin comprend la sequence 5'-GAAAAAGGAAGAG-3* (SEQ ID n°8) ou la sequence 
5'-AAAAAAGGGAATAAGGG-3' (SEQ ID n^lO) comprises dans le gene p. 
lactamase du plasmide pBR322 et de E. Coli respectivement. 

13. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 7 
caracterise en ce que la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double 
brin comprend la sequence 5'-AAGAAAAAAAAGAA-3' (SEQ ID n°9) presente dans 



I'origine de replication y des plasmides a origine de replication conditionnelle tel que 
pCOR. 

14. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon I'une des revendications 1 a 13 
caracterise en ce que roligonucleotide comprend 5 a 30 bases. 

15. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 14 
caracterise en ce que roligonucleotide presente au moins une modification chimique 
le rendant resistant aux, ou protege vis-a-vis des nucleases, ou augmentant son affinite 
vis-a-vis de la sequence specifique presente sur la molecule d'ADN double brin. 

16. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 15 
caracterise en ce que roligonucleotide est un enchainement de nucleosides ayant subi 
une modification du squelette. 

17. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 15 
caracterise en ce que roligonucleotide est couple a un agent alkylant formant une 
liaison covalente au niveau des bases de TADN double brin. 

18. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 17 caracterise en ce 
que ledit agent alkylant est photoactivable. 

19. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon les revendications 17 et 18 
caracterise en ce que ledit agent alkylant est un psoralene. 

20. Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon les revendications 1 a 19 caracterise 
en ce que le signal de ciblage interagit avec un composant de la matrice 
extracellulaire, un recepteur de la membrane plasmique, cible un compartiment 
intracellulaire, et/ou ameliore le trafic intracellulaire de TADN double brin. 

21 . Vecteur de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 20 caracterise en ce 
que ledit signal de ciblage comprend les facteurs de croissance (EGF, PDGF, TGFb, 



45 



28. Composition phamiaceutique selon la revendication 27 caracterisee en ce que 
Tagent transfectant est un lipide cationique, une lipopolyamine, ou un polymere 
cationique. 

29. Composition pharmaceutique selon les revendications 27 et 28 caracterisee en ce 
qu'elle contient en outre un ou plusieurs adjuvant(s). 

30. Composition pharmaceutique selon la revendication 29 caracterisee en ce que 
I'adjuvant est un ou plusieurs lipides neutres choisis parmi les lipides synthetiques ou 
naturels, zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
physiologiques. 

31. Composition pharmaceutique selon les revendications 29 et 30 caracterisee en ce 
que le ou les lipides neutres sont choisis parmi les lipides a deux chaines grasses. 

32. Composition pharmaceutique selon les revendications 29 a 31 caracterisee en ce 
que le ou les lipides neutres sont choisis parmi les dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE), roleylpalmitoylphosphatidylethanolamine (POPE), le di-stearoyl, -palmitoyl, 
-mirystoyl phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derives N-methyles 1 a 3 fois, les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 
cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels 
que notamment les sphingomyelines), et les asialogangliosides (tels que notamment 
les asialoGMl et GM2). 

33. Composition pharmaceutique selon la revendication 29 caracterisee en ce que 
Tadjuvant est ou comprend un compose intervenant au niveau de la condensation de 
FADN. 

34. Composition pharmaceutique selon la revendication 33 caracterisee en ce que 
ledit compose derive en tout ou en partie d'une histone, d*une nucleoline, et/ou d'une 




protamine, ou est constitue en tout ou en partie de nnotifs peptidiques (KTPKKAKKP) 
et/ou (ATPAKKAA) repetes de maniere continue ou non, le nombre de motifs 
pouvant varier entre 2 et 10. 

35. Composition selon Tune quelconque des revendications 26 a 34 caracterisee en ce 
5 qu*elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 

injectable. 

36. Composition selon Tune quelconque des revendications 26 a 34 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une application sur 
la peau et/ou sur les muqueuses. 

10 37. Utilisation in viiro ou ex vivo d'un vecteur de transfert d'acides nucleiques tel que 
defmi dans Tune des revendications 1 a 25 pour la transfection ciblee d'ADN dans les 
cellules. 

38. Methode de transfection /// vifra ou cx vivo d'acides nucleiques dans des cellules 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes ; 

15 (1 ) synthese de la chimere oligonucleotide - signal de ciblage, 

(2) mise en contact de la chimere synthetisee en (1) avec un ADN double brin 
pour former des triples helices, 

(3) complexation du vecteur obtenu en (2) avec un ou plusieurs agent de 
transfection et/ou un ou plusieurs adjuvant(s), et 

20 (4) mise en contact des cellules avec le complexe forme en (3). 

39. Cellule recombinante contenant un vecteur tel que defmi dans Tune des 
revendications 1 a 25. 



40. Cellule recombinante selon la revendication 39 caracterisee en ce qu'il s'agit d*une 
cellule eucaryote. 
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